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catych genoméw, tranksryptomow czy proteomow i cho¢ metody te roznig si¢

w stosowanych technikach to wszystkie umozliwiajg globalne analizy |nstytut Zoologii

przynoszace duzo pelniejszy obraz badanych procesdw niz wezesniej | p.4.¢ i sinetvaznyeh

stosowane techniki koncentrujace si¢ na pojedynczych genach czy biatkach.

W przedstawionej do oceny pracy doktorskiej zastosowano technike badania

proteomu do identyfikacji bialek, ktore moglyby stuzy¢ jako markery oceny

jakosci nasienia psow jak 1 moglyby stanowi¢ wskazniki postgpujacego

procesu starzenia si¢ samcow psoéw. Poszukiwanie 1 identyfikacja markerow

umozliwiajacych szybsza 1 latwiejsza oceng jakos$ci nasienia wpisuje si¢ w

aktualne trendy biologii rozrodu. W hodowli pséw odpowiedni dob6r samcow

o pozadanych parametrach nasienia ma kluczowe znaczenie 1 moze w

perspektywie przynies¢ znaczne korzysci finansowe. Markery jakosci nasienia

sg aktualnie wykorzystywane, dostepne sa nawet komercyjne testy do analizy

jakosci nasienia w oparciu o analiz¢ odpowiednich markeréw, dotycza jednak

nasienia ejakulowanego. Jezeli z roznych przyczyn ejakulat nie jest dostepny,

nasienie najagdrzowe moze by¢ wykorzystane w technikach in vitro, niezbedna

jednak jest w takich przypadkach ocena jakosci takiego nasienia. W tym

swietle podjeta przez doktorantke tematyka badawcza jest aktualna i oprocz

oczywistej wartosci naukowej moze mie¢ takze przetozenie aplikacyjne.
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publikacjach nr 2 1 3), podsumowata do$¢ szczegdotowo najwazniejsze
uzyskane wyniki, z podziatem na wyniki przedstawione w poszczeg6lnych
publikacjach jak i przedstawita podsumowanie i najwazniejsze wnioski. Uktad
jest typowy dla prac przedstawianych w formie tzw. spinki. Pod wzgledem
redakcyjnym komentarz doktorantki jest bardzo starannie opracowany, nie
znalazlem wartych przytoczenia niezgrabnosci jezykowych czy bledow.
Komentarz opatrzony zostal rycing podsumowujaca model dziatanie trzech
biatek zidentyfikowanych jako markery starzenia si¢ najadrza psa. Rycina ta
to polskojezyczna wersja fig. 8 z publikacji nr 3. Przedstawione cele badawcze
dotyczg 1) przegladu biomarkeréw molekularnych wskazanych dotychczas
jako przydatne w ocenie jako$ci nasienia psa, 2) analizy proteomu plynu
najadrzowego psa w zaleznosci od ruchliwosci plemnikoéw oraz wieku psa i 3)
selekcja potencjalnych markerow biatkowych wystepujacych w plynie
najadrzowym psa, zwigzanych z ruchliwoscia plemnikéw najadrzowych i
wiekiem zwierzgcia. Celom towarzyszg dobrze i jasno sformutowane hipotezy
badawcze. Cele sg zasadne i dobrze przedstawione.

Cykl trzech publikacji sktada si¢ z artykulu przegladowego
opublikowanego w Current Issues in Molecular Biology (MDPI, IF=3) oraz
dwoch prac oryginalnych opublikowanych w International Journal of
Molecular Sciences (MDPI, 1F=4,9) i Reproduction, Fertility and
Development (CSIRO, IF=2,1), wszystkie czasopisma maja zasi¢g
migdzynarodowy 1 s3 indeksowane w najwazniejszych bazach w tym w Web
of Science. Doktorantka jest drugim, ostatnim autorem w pracy przegladowe;j i
pierwszym autorem w obu pracach oryginalnych, co §wiadczy o jej wiodacym
wktadzie w powstanie tych publikacji. Potwierdzaja to takze o$wiadczenia
wspolautoréw  poszczegdlnych publikacji. Wprawdzie na podstawie
oswiadczen dotyczacych publikacji nr 1, ktéra ma dwie autorki, promotorke
pracy doktorskiej i doktorantkg, mozna odnie$¢ wrazenie, ze wktad obu
autorek byto podobny, doktorantka dodatkowo przygotowata ryciny, jednak
trudno to uzna¢ za zarzut, gdyz krytyczny nadzor nad powstaniem publikacji
jest rolg promotorki. W obu pracach oryginalnych wiodacy wkiad doktorantki
nie budzi watpliwosci (zgodnie z o§wiadczeniami wspotautorow).

Pierwsza z cyklu praca przegladowa data punkt wyjscia do dalszych

badan przeprowadzonych w ramach ocenianej rozprawy doktorskiej. Przeglad
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literatury jest obszerny, zawiera w wigkszosci aktualne pozycje (ale takze
,klasyczne” pozycje pochodzace np. z lat 80-tych ubieglego stulecia). Na
podstawie doboru literatury w tej pracy, ale takze w kolejnych pracach
oryginalnych oraz literatury zacytowanej w komentarzu doktorantki trzeba
stwierdzi¢, ze doktorantka bardzo dobrze orientuje si¢ w podjetej tematyce
badawczej i bardzo dobrze dobrala przytaczane pismiennictwo. Z tej pierwszej
publikacji wynika dalsze postepowanie doktorantki. Jak jasno wskazano,
wiekszo$¢ dotychczasowych badan koncentrowata si¢ u pséw na analizie
ejakulatu, brak bylo w dotychczasowej literaturze kompleksowej
proteomicznej analizy nasienia najadrzowego.

Druga i trzecia publikacje to prace badawcze, w ktérych analizie
proteomicznej poddano ptyn ogona najadrza pobrany po sterylizacji 23 psow
w wieku od roku do 11 lat. Obie publikacje bazuja na tym samym materiale
badawczym i wynikach tej samej analizy proteomu, jednak opracowanie
bioinformatyczne bylo prowadzone w innych kierunkach. W pracy nr 2
skupiono si¢ na poszukiwaniu markerow, ktére moglyby sthuzy¢ ocenie
ruchliwosci plemnikow. Przeanalizowano liczebno$¢ plemnikow jak i
parametry ruchliwo$ci za pomocg systemu CASA. Psy podzielono na dwie
grupy, GSM czyli grupe o dobrej ruchliwosci plemnikéw (parametr
PMOT>55%) i PSM czyli grupe o stabej ruchliwosci (PMOT<55%). Analize
proteomou przeprowadzono za pomocg techniki nanoUPLC-Q-TOF/MS. Po
analizie zsekwencjonowanych peptydéw w bazie UniProt zidentyfikowano 6
biatek obecnych tylko w ptynie ogona najadrza osobnikéw z grupy GSM, 4
biatka obecne w grupie PSM i 11 biatek obecnych w obu grupach, z ktorych
cze$¢ wykazywala zrdéznicowang ekspresje¢ pomiedzy grupami. Skupiono si¢
na analizie tych 11 wspdlnych biatek pod katem ich przydatnosci jako
biomarkery. Warto doceni¢, ze poziom ekspres;ji trzech bialek wykazujacych
zréznicowany poziom ekspresji w obu grupach zweryfikowano technika
Western blot, obserwacje pochodzace z analizy proteomu potwierdzono dla
dwoch sposrad tych trzech biatek. W pracy tej zaproponowano cztery biatka:
ALB, CRISP2, LCNL1 i PTGDS jako potencjalne markery, ktorych ilos¢
roznicuje grupy GSM 1 PSM. W ostatniej trzeciej publikacji przeanalizowano
wczesniej uzyskane wyniki analizy proteomu pod katem zwigzku zmiany

ilo$ci poszczegdlnych biatek z wiekiem psow. Zwierzeta podzielono na trzy
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grupy: miode (1-3 lat), doroste (3,5-6 lat) i stare (6,5 do 11 lat), wszystkie
grupy o odpowiedniej liczebnosci (8, 8 i 7). Analiza proteomu pod tym katem
pozwolita zidentyfikowac po jednym biatku obecnym jedynie w plynie ogona
najadrza osobnikéw dorostych i starych, pigciu biatek obecnych jedynie u
osobnikow mtodych, czterech bialek obecnych wspolnie u osobnikow
mtodych i starych, o$miu biatek obecnych wspolnie u osobnikow dorostych i
starych jak i 7 bialek wspolnych dla wszystkich grup wiekowych, czes¢ z nich
wykazywala zroznicowany poziom ekspresji w poszczegdlnych grupach. W
dalszej czgsci skupiono si¢ na tej ostatniej grupie 7 biatek i wytypowano trzy:
ALB, GPXS5 i PTGDS, ktérych zmiana poziomu ekspresji moglaby stanowic¢
molekularny marker procesu starzenia si¢ najadrza psow. W pracach
zastosowano nowoczesng metodyke badawcza jak 1 narzedzia do opracowania
wynikéw analiz proteomicznych. Na uwage zastuguje kompleksowa analiza
danych proteomicznych i przedstawienie ich w publikacjach w formie
diagramow i map cieplnych. Dodatkowo analizy GO i KEGG umozliwity
identyfikacje proceséw biologicznych jak i §ciezek metabolicznych do ktérych
nalezaty zidentyfikowane biatka o zrdéznicowanej ekspresji zardOwno w
najadrzach pséw o wysokiej 1 niskiej ruchliwosci plemnikow jak 1 w roznych
grupach wiekowych. Uzyskane dane dostarczajag wigc nowych informacji o
procesach kontrolujacych jako$¢ plemnikoéw jak i procesach zwigzanych ze
starzeniem si¢ najadrzy psow. Oprocz warto§ciowych nowych danych z
zakresu badan podstawowych uzyskane wyniki moga stanowi¢ punkt wyjscia
do zastosowania zidentyfikowanych bialek jako markerow 1 opracowaniu
komercyjnych testow o zastosowaniu aplikacyjnym. Dlatego uwazam
przedstawione wyniki za wartoSciowe. Wyniki w obu publikacjach sa
przedstawione w sposob klarowny, poprawnie opracowane i wyczerpujaco
przedyskutowane. Ponadto, w mojej opinii, podzielenie analiz proetomu na
dwa opracowania (dwie publikacje) dotyczace osobno ruchliwosci plemnikow
1 wieku psOw znacznie podniosto klarowno$¢ przekazu i bylo bardzo dobrym
pomystem.

Wszystkie publikacje jak i1 komentarz doktorantki wskazuja na jej
bardzo obszerng wiedze¢ ogdlng 1 bardzo dobre rozeznanie w dyscyplinie w
ktorej podjeta si¢ prowadzi¢ badania. Najbardziej $wiadczy o tym publikacja

nr 1. Kolejne dwie publikacje jasno wskazuja, ze doktorantka posiada
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umiejetnos¢ samodzielnego prowadzenia pracy naukowej, krytycznej analizy
otrzymanych wynikow i odniesienia ich do aktualnej wiedzy. Nie znalaztem w
przedstawionej rozprawie nadinterpretacji czy nieuprawnionych spekulacji.
Na koniec tej czesci recenzji chcialbym zaznaczyé, ze ocenialem tresc
poszczegbdlnych publikacji a nie wydawnictwo, w ktérym si¢ ukazaty. Znam
opini¢ czgsci Srodowiska na temat MDPI, jednak uwazam, Ze nalezy przede
wszystkim oceni¢ jakos$¢ publikacji.

Cho¢ nie znalaztem ewidentnych nieprawidtowosci ma kilka uwag i
pytan do doktorantki:
- W komentarzu doktorantki na str. 26 doktorantka podaje, ze ,,wartosci
TMOT, PMOT, VSL, BCF, STR i LIN byly wyzsze w grupie GSM”. Jest to
ciekawa obserwacja jednak nie dla parametru PMOT. Obie badane grupy czyli
GSM 1 PSM zostaty wydzielone na podstawie wartosci PMOT (powyzej i
ponizej 55%), dlatego analiza rozkladu tego parametru w tych dwoch grupach
nie ma sensu.
- cieckawg obserwacja jest wyzsza warto$¢ predkosci ruchu plemnikow VSL w
grupie GSM oraz wyzsza warto§¢ VCL 1 ALH w grupie PSM. Czy mozna
prosi¢ o komentarz (nie znalaztem go ani w komentarzu doktorantki ani w
publikacji). Czy to oznacza, ze w grupie zdefiniowanej jako ,,poor sperm
motility” ruch plemnikow jest mniej postepowy? Swiadczylyby o tym wyzsze
warto$ci STR i LIN w grupie GSM. Ale wysoki BCF czegsto $wiadczy o
ruchach oscylacyjnych czy kreceniu si¢ w kotko plemnikéw. Czy w tym
przypadku wysoki BCF w grupie GSM §$wiadczy po prostu o intensywnej
pracy witki ?
- Poszukujac markerow doktorantka skupiata si¢ glownie na biatkach
wspalnych dla badanych grup (GSM i PSM oraz grup wiekowych). Dlaczego
? Czy biatka unikatowe dla poszczeg6lnych grup nie sg lepszymi kandydatami
na markery ? Czy chodzi o czgstos¢ identyfikacji tych biatek u odpowiedniej
liczby osobnikow ? Poprositbym o wyjasnienie.
- aby marker znalazt szerokie zastosowanie aplikacyjne musi by¢ tatwo
wykrywalny. Czy doktorantka zastanawiala si¢ nad kolejnymi etapami badan
pod tym katem? Czy zidentyfikowane biatka sg na tyle unikatowe aby

probowac opracowac np. test ELISA, lub inny ?
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Ocena koncowa

Podsumowujac pragne podkresli¢, ze praca mgr inz. Aleksandry Cichowskiej-
Likszo pt. ,Biatkowe markery jakosci nasienia najadrzowego psa” jest
oryginalnym rozwigzaniem problemu naukowego. Doktorantka wykazata duze
umiejetnosci prowadzenia eksperymentalnych badan naukowych, stosowania
najnowszych i adekwatnych technik badawczych, zdolnos¢ wnikliwej analizy
i interpretacji wynikow. Uzyskane wyniki poza niewatpliwg wartosciag
naukowa majg takze potencjat aplikacyjny. W zwigzku z powyzszym
stwierdzam, ze przedstawiona do recenzji praca doktorska Pani mgr inz.
Aleksandry Cichowskiej-Likszo spetnia warunki okreslone w artykule 187
Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r., Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U.
z 2018 r. poz.1668 z p6z. zm.). Tym samym wnosz¢ do Rady Dyscypliny
Zootechnika i Rybactwo Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego w Olsztynie
o dopuszczenie Kandydatki do dalszych etapow postgpowania o nadanie
stopnia doktora w dziedzinie nauk rolniczych, w dyscyplinie zootechnika i

rybactwo.

Z powazaniem,

Pgﬂ{lb/‘fajg Podpisany elektronicznie przez

Pawet Grzmil
28.07.2026
z C’ehdef’t 13:44:33 +02'00'
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